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KASUTATUD LUHENDID

AGO — argonaut valk (Argonaute)
AP-1 — aktivaator proteiin
ATI — alveolaarne epiteelrakk tiiiip I
ATII — alveolaarne epiteelrakk tiitip II
BEGM - bronhiaalse epiteelraku kasvusdode (Bronchial epithelial cell growth medium)
BPE — veise ajuripatsi ekstrakt (Bovine pituitary extract)
CCLS5 — kemokiin C-C motiiviga ligand (Chemokine C-C motif ligand)
cDNA — komplementaarne DNA (Complementary DNA)
COX-2 — tsiiklooksiigenaas-2
Cr — lavitstikkel (Treshold cycle)
EF1A — elongatsioonifaktor-1 alfa
FceRI - IgE retseptor
GA — gentamiitsiin ja amfoteritsiin-B (Gentamicin and Amphotericin-B)
GM-CSF — granulotsiilit makrofaagi koloonia stimulatsiooni faktor (Granulocyte macrophage
colony-stimulating factor)
HBEC — inimese bronhiaalane epiteelrakk (Human bronchial epithelial cell)
hEGF — inimese epidermaalne kasvufaktor (Human epidermal growth factor)
IFN-y — interferoon gamma
IgE — immunoglobuliin E
IL — interleukiin (Interleukin)
IRAK1 — interleukiin-1 retseptor-seoseline kinaas 1 (interleukin-1 receptor-associated kinase-
1)
IRF4 — interferooni regulaatorfaktor 4 (interferon regulatory factor 4)
JAK-STAT — Janus kinase - signal transducer and activator of transcription
JNK — c-jun N-terminal kinaas
LPS — lipopoliisahhariid
MAP — p38 mitogeeni aktiveeritud kinaas
miRISC — miRNA-indutseeritud vaigistav kompleks (miRNA induced silencing complex)
miRNA — mikroRNA
NF-«B — tuumafaktor kB (Nuclear factor kappa B)
NFAT — T-rakkude aktiveeritud tuumafaktor (Nuclear factor of activated T-cells)
nt — nukleotiid

OVA — ovalbumiin



PAMP — patogeenidega seotud molekulaarsed mustrid (Pathogen-associated molecular
patterns)

PBS — fosfaadiga puhverdatud soolalahus (Phosphate buffered saline)

PRDMI1 — PR-domééni tsinksdrme proteiin-1 (PR domain zinc finger protein 1)
pre-miRNA — prekursor mikroRNA

pri-miRNA — primaarne mikroRNA

PRR — patogeeni dratundev retseptor (Pathogen recognition receptor)

qPCR — kvantitatiivne reaal-aja PCR

T-reg — regulatoorne T rakk

TCR — T-raku retseptor (7-cell receptor)

TGF-B — transformeeriv kasvutegur beeta (Transforming growth factor beta)
Th2 — tiitip-2 T-abistaja rakk

TLR — Tolli-laadne retseptor (7oll-like receptor)

TNF-a — kasvaja nekroosifaktor alfa (Tumor necrosis factor alpha)

TRAF6 — TNF retseptor-seoseline faktor 6 (TNF receptor-associated factor-6)

UTR - transleerimata regioon (Untranslated region)



SISSEJUHATUS

Astma on tiks levinumaid kroonilisi hingamisteede haigusi terves maailmas. Hinnatakse, et
ligi 300 miljonit inimest igast rassist ja vanusest iile maailma pdevad astmat. Haiguse teket on
seostatud suureneva urbaniseerumisega, kuid tipseid tekkemehhanisme pole teada. 2025.
aastaks on arvatav astmaatikute hulk maailmas suurenenud peaaegu 33% voOrra praegustest
astma haigetest ehk lisanduks veel 100 miljonit haiget. Hinnanguliselt sureb {ilemaailmselt 1
astmaatik 250-st, mil paljud surmadest oleksid ennetatavad digeaegse ravi saamisega. Astma
on véga heterogeenne podletikuline immuunsiisteemi haigus. Allergiline astma on paljudel
juhtudel seotud tugevama Th (T helper) 2-tiilipi immuunvastusega, millele on iseloomulikud

tsiitokiinid interleukiin (IL)-4, IL-5, IL-13.

MikroRNA-del (miRNA) on oluline roll organismi immuunsiisteemis, kus nad osalevad nii
immuunrakkude diferentseerumises kui ka immuunvastuse regulatsioonis. Naiteks,
patogeenide &ratundmisel Tolli-laadsete retseptorite (TLR, Toll-like receptors) poolt
monotsiiidid aktiveeritakse ning suureneb miRNA-146a ekspressioon, mis omakorda todtab

immuunvastuse mahasurumisel ja aitab véltida liiga tugevat poletikulist vastust.

Kiesoleva bakalaureuset6d eesmirgiks oli uurida miRNA-146 perekonna liikmete miR-146a
ja miR-146b (miR-146a/b) ja nende poolt mdjutatavate kemokiinide, kemokiin C-C motiiviga
ligand (CCLS) ja IL-8, ekspressiooni regulatsiooni tsiitokiinidega stimuleeritud tervete ja
astmaga doonorite primaarsetes bronhiaalsetes epiteelrakkudes (HBEC - human bronchial
epithelial cells). Antud bakalaureuse t66 koostati Tartu Ulikooli arstiteaduskonna alla

kuuluvas bio- ja siirdemeditsiini instituudis RNA bioloogia uurimisgrupis.

Astma, primaarsed bronhiaalsed epiteeli rakud, tsiitokiinid, mikroRNA, miR-146a/b



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Allergia ja astma

Allergiaks loetakse mitmeid eraldi- voi koosesinevaid haigusi, nditeks astmat, sinusiiti, ja
toiduallergiat (Sicherer & Sampson, 2007). Allergia tekib kui immuunsiisteem reageerib
kahjutule vélises keskkonnas leiduvale antigeenile ehk allergeenile. Allergia on enamasti
vahendatud Th2-tiilipi rakkude ning allergeeni dratundva immuunoglobuliin E (IgE) tiiipi
antikehade poolt (Kay, 2000; Sicherer & Sampson, 2007; Holgate & Polosa, 2008). Enamasti
avalduvad siimptomid ja toimuvad kahjustused epiteelkudedes — niiteks epidermises voi
limaskestades. Esmase allergeenidega kokkupuutumise ajastus on oluline mitmete allergiate
kujunemisel. Néiteks raseda ema voOi viikelapse kokkupuutel koduloomadega véheneb

tunduvalt allergia tekkimise risk lapse hilisemas eas (Holgate & Polosa, 2008).

Kui organism on teatud allergeenile tundlikuks muutunud, siis jirgnevad kokkupuuted selle
allergeeniga pdhjustavad IgE seondumise kdorge afiinsusega IgE retseptoriga (FceRI)
nuumrakkudel ja basofiilidel. Seondumine pohjustab nuumrakkude degranuleerimist ja
tsiitokiinide ~vabanemise basofiilide poolt, mis stimuleerivad varajast allergilist

immuunvastust (Locksley, 2010; Stone, Prussin, & Metcalfe, 2011).

Astma on périlikkusest ja keskkonnast sdltuv heterogeenne immuunsiisteemi haigus, mida
iseloomustab hingamisteede kitsenemine ja sellega kaasnev vilisev hingamine (Kay, 2000;
Lloyd & Saglani, 2010). Allergiline astma on sageli seotud liiga tugeva Th2-tiiipi
immuunvastusega, mida tavaolukorras kasutatakse rakuviliste patogeenide ja toksiinide
korral. Lisaks sellele on olemas ka Thl-tiilipi immuunvastus, mida kasutatakse rakusiseste
patogeenide vastu (Janeway, et al., 2001). Ebatervislik toitumine, sealhulgas vitamiinide ja
antiokstidantide puudus toidus, soodustab astma teket. Samuti on tdheldatud, et astmale
eelneb tihti allergiline nohu, mis viitab vdimalusele, et see on oluline riskifaktor astma
tekkimisel (Holgate & Polosa, 2008). Astma olemasolu vdimalust peaks uurima neil
patsientidel, kellel esineb pidev kdha, aevastamine, kitsustunne rinnus ja hingeldamine. Kuna
stiimptomid on varieeruvad, on astma diagnoosimine keeruline. Seetottu vilistatakse haigused,
mis voivad eelnimetatud siimptomeid esile kutsuda ning kontrollitakse perekonna haiguste
ajalugu. Astma diagnoos viikestel lastel vanuses null kuni kolm aastat on vdga keeruline
slimptomite mittespetsiifilisuse tottu ja seetdttu, et spiromeetria tulemusi ei saa alla 6-aastaste
patsientide puhul usaldada. Nende puhul on efektiivseks meetodiks prooviravi ldbiviimine

(Kaplan, et al., 2009; Liu, et al., 2014; GINA, 2015). Astma leevendamiseks nii lastel kui
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tdiskasvanutel on soovitatav selle ennetamine voi siimptomaatiline ravi. Kui inimene on
allergiline néiteks tolmule voi koduloomadele, siis on vdimalik allergeenidega kokkupuudet
vihendada voi koguni véltida. Astmahoogude ennetamiseks kasutatakse ka kortikosteroide,
mille efektiivsus soltub sellest, kui edukalt suruvad need alla transkriptsioonifaktoritega
reguleeritud allergilist pdletikku (Kay, 2000). Sissehingatavad kortikosteroidid on
hingamisteede podletiku allasurumises enamasti viga efektiivsed, kuid ei oma paljudel
juhtudel olulist mdju suitsetavatele astmaatikutele (Chaudhuri, ef al., 2003). Kui ennetamine
ei Onnestu, on astmahoogu vodimalik lihaseid 16dvestavate bronhodilaatoritega leevendada.
Bronhodilaatoreid on liihikese ja pikaajalise toimega. Liihikese toimeajaga bronhodilaator
pakub kiiret leevendust astmahoole, kuid pikaajalise toimega ravimit kasutatakse siimptomite

kontrollimiseks ja ennetamiseks (Cazzola, ef al., 2012).

Enamasti on astma puhul tegu allergiliste juhtumitega, kus iseloomulikeks tunnusteks
vorreldes tervete inimestega, on interleukiinide ja kemokiinide ekspressiooni ning
aktiveeritud T-rakkude hulga tdus. Th2-tiiiipi tsiitokiinide IL-5, IL-4 ja IL-13 ja teiste iildiste
immunvastust stimuleerivate tsiitokiinide granulotsiiiit makrofaagi koloonia stimulatsiooni
faktori (GM-CSF - granulocyte macrophage colony-stimulating factor), 1L-3, aktiveeritakse
veres ringlevad eosinofiilid, mis seejarel migreeruvad kopsukoesse, kus need on vdimelised
kude nii kahjustama kui ka parandama. Kahjustamine toimub ldbi reaktiivsete
hapnikuiihendite ja poletikku soodustavate tsiitokiinide tootmise (Williams, 2004). Koe
parandamine toimub tdnu fibrogeensetele kasvufaktoritele ja maatriksi metalloproteinaasile,
millest mdlemad on astma korral seotud hingamisteede epiteelkoe remodelleerimisega (Levi-

Schaffer, et al., 1999).

Vastusena allergeenidele suureneb hingamisteede kudedes Th2 rakkudega toodetud
tsiitokiinide, sealhulgas IL-4, IL-5 ja IL-13 hulk. Need tsiitokiinid suurendavad eosinofiilset
poletikku ja IgE tootmist. IgE tootmine omakorda vallandab pdletikuliste mediaatorite,
nditeks histamiini, vabastamise, mis pohjustavad bronhiaalseid spasme ehk kokkutdmbeid,
paistetust ja suurenenud lima sekretsiooni (Lemanske & Busse, 2010). IL-5 soodustab
eosinofiilide ellujadmist, samal ajal kui IL-4 ja IL-13 indutseerivad kemokiinide vabastamist,
limatootvate karikrakkude diferentseerumist, silelihaste muutusi ja teisi hingamisteede

iillitundlikkust soodustavaid muutusi (Locksley, et al., 2010).



1.2. Tsiitokiinid allergilises astmas

Tsiitokiinid on erinevate rakkude poolt toodetud véikesed signaalvalgud, mis reguleerivad
organismi immuunvastuseid infektsioonidele, podletikule ja traumale (Pei, Bronietzki, &
Gutierrez, 2012). Tsiitokiin on {ildine mdiste, mille alla kuuluvad monotsiiiitidega toodetud
monokiinid, limfotsiiiitidega toodetud limfokiinid, leukotsiiiitidega toodetud interleukiinid,
mis mojuvad teistele leukotsiiiitidele ning kemokiinid, millel on kemotaksilised omadused.
Kemokiinid jagunevad homeostaatilisteks ja pdletikulisteks. Poletikuliste kemokiinide hulka
kuulub niiteks CCLS5, mida ekspresseeritakse T-rakkude ja paljude teiste rakkude
aktivatsioonil (Moser & Loetscher, 2001). CCL5 on B-kemokiin, mis vodimaldab
poletikuvastaste leukotsiilitide migratsiooni pdletikulisse koesse ja seda seostatakse nii
allergilise pdletiku kui ka mitteallergilise astmaga (Schuh, et al., 2003). Uks kdige iildisemaid
kemokiine, mida toodavad ka epiteeli rakud on IL-8, millel on mitmetele leukotsiiiitidele
kemoatraktiivsed omadused, pohjustades nende rakkude migratsiooni pdletikulisse paika.
Samuti voib IL-8 anda neutrofiilidele degranuleerimissignaali, mis patogeeni hivitamisel
vigastab ka kude (Dinarello, 2000). IL-8 ja teiste iildiste pdletikuliste tsiitokiinide (IL-6 ja
TNF-a) tootmine hingamisteedes on iseloomulik neutrofiilsele pdletikule ehk nn neutrofiilsele
astma vormile. Neutrofiilse astma siimptomeid on raskem kontrollida vorreldes teiste astma

vormidega (Wood, et al., 2012).

Th2 rakkudele on iseloomulik pdletikku soodustavate IL-4, IL-5 ja IL-13 tootmine. Eelnevalt
nimetatud tsiitokiine toodetakse allergiliste haiguste puhul ja nad osalevad B-rakkude,
nuumrakkude ja eosinofiilide aktivatsioonis. Nende hulgast B-rakud sekreteerivad IgE

antikehasid (Deo, et al., 2010).

1.3. Kopsuepiteelrakud ja nende roll astmas

Kopsuepiteelil, sealhulgas inimese bronhiaalsetel epiteeli rakkudel, on oluline mehhaaniline
ja immunoloogiline kaitsefunktsioon organismi ja keskkonna vahel (Green, Huang, &
Snoeck, 2013). Trahhea ning bronhid on kaetud pseudokihilise epiteeliga, mille rakud
paiknevad iihekihiliselt, kuid nende tuumad asuvad nii nagu mitmekihilisel epiteelil (Rock &
Hogan, 2011; Morrisey & Hogan, 2010; Rawlins, et al,, 2009). Hingamisteede {ihekihiline
kuupepiteel (Pseudostratified epithelium) koosneb ripsrakkudest, karikrakkudest (Goblet
cells), sekretoorsetest (Clara) rakkudest, neuroendokriinsetest rakkudest ja basaalrakkudest

(Martinez-Anton, et al., 2013; Green, Huang, & Snoeck, 2013; Hackett, et al., 2011).
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Alveoolides on kahte tiilipi epiteelrakke: alveolaarepiteelrakk tiiiip I ja II (ATI ja ATII). 95%
alveolaarepiteelist on kaetud tiilip I rakkudega, mis on vajalikud gaasivahetuseks ning tiiiip 11
rakud toodavad pinnaaineid, mis tagavad alveolaarse terviklikkuse, sisaldades lamellaarkehi
(Rock & Hogan, 2011). Astma puhul on epiteelkiht nii alveoolides kui ka bronhides
ndrgestatud ning vastuvotlikum oksiidatiivsele stressile ja vigastustele (Lloyd & Saglani,

2010; Holgate & Polosa, 2008).

Hingamisteede epiteel on kaetud seda kaitsva limakihiga, mis seob patogeene ja &rritavaid
ained ning mida on ripsepiteeli abil vdimalik kopsust véljutada (Martinez-Anton, et al., 2013).
Allergeeniga kokkupuutest tekkivat iilitundlikkusreaktsiooni piilitakse leevendada 14bi
eosinofiilide ja basofiilide infiltratsiooni plisivamaks muutumise, nuumrakkude arvukuse
suurenemise ja epiteelkoes asuvate karikrakkude limatootlikkuse suurenemise. Pikaajalise
poletikulise olukorra tagajirjel pakseneb basaalkiht ja suureneb silelihaskoe mass (Locksley,
et al., 2010). Astma korral esineb karikrakkude metaplaasia ehk karikrakkude hulga
suurenemine, mis tekib, sest ripsrakud ja sekretoorsed Clara-rakud transdiferentseeruvad
karikrakkudeks, pdhjustades suurenenud lima sekretsiooni (Tyner, et al., 2006; Le Cras, ef al.,
2010). Suurenenud lima hulka vdib pidada kompensatsiooniks vigase epiteelbarjdéri puhul

(Lambrecht & Hammad, 2012).

Normaalne hingamistee Astmaga patsiendi hingamistee

Joonis 1. Normaalse ja astmaatilise hingamistee vordlus. Astmaatilise hingamistee puhul
on nidha mirgatavaid struktuurseid muutusi, kaasa arvatud karikrakkude metaplaasiat.

Modifitseeritud Shifren, et al., 2012 jargi.
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Bronhiaalse epiteeli rakud ekspresseerivad paljusid patogeene dratundvaid retseptoreid (PRR,
pathogen recognition receptor), mis on vodimelised kiirelt detekteerima ja reageerima
patogeenidega seotud molekulaarsetele mustritele (PAMP, pathogen-associated molecular
patterns), mida seostatakse koe vigastuse, raku stressiolukorra voi surmaga. PRR-ide
aktivatsiooni korral vabanevad organismis tsiitokiinid, kemokiinid ja antimikroobsed
peptiidid, mis voimaldavad kaasasiindinud kui ka omandatud immuunsiisteemil aktiveeruda
(Lambrecht & Hammad, 2009; Lambrecht & Hammad, 2012). Kuna astmaga patsientide
hingamisteedes asuvad epiteelrakud on altimad reageerima patogeenidega seotud PAMP-
idele, pOhjustab see tavalisest suurema immuunrakkude aktivatsiooni (Lee, Song, & Park,

2014).

1.4. MikroRNA-d

MikroRNA-d on vdikesed 19-25 nukleotiidi (nt) pikkused mittekodeerivad endogeensed RNA
molekulid, mis reguleerivad transkriptsioonijargset geeniekspressiooni. Need seonduvad
mirklaudgeeni mRNA 3’ mittetransleeritavale alale (3°’UTR, 3’ untranslated region),
pohjustades sellega otsese geeni vaigistamise (Hafner, ef al., 2010; Li, et al., 2011; Winter et
al., 2009; Garofalo & Croce, 2011). Esimene mikroRNA avastati 1993. aastal Caenorhabditis
elegans’il ja 7 aastat hiljem leiti, et miRNA-d on laialt levinud imetajate seas ning sealt alates
on aastate jooksul leitud itha uusi miRNAsid (Berezikov, 2011; Xie, ef al., 2014). MiRBase

andmebaasi jirgi (www.mirbase.org, versioon 21) on inimese organismist leitud 2600

erinevat kiipset miRNA-d mis jagunevad 239 erinevasse miRNA perekonda (Friedlidnder,
2014). MikroRNA-dega reguleeritakse enam kui 50% valku kodeeriva geeni ekspressiooni
ning nende osalust on suudetud néidata véga erinevates bioloogilistes protsessides, sealhulgas

rakkude arengu ja jagunemise kontrollimisel (Krol, Loedige, & Filipowicz, 2010).

MikroRNA-sid iseloomustab iihine biogeneesi rada ja toimemehhanism. Funktsionaalsed
miRNA-d valmistatakse pikemaahelaliste mittefunktsionaalsete miRNA eellasmolekulide
jarkjargulisel 16ikamisel rakutuumas ja tsiitoplasmas. MikroRNA-de primaarsed eellased (pri-
miRNA-d) transkribeeritakse RNA poliimeraas II poolt iseseisvatelt geenidelt vdi saadakse
splaissingu kéigus valku kodeerivate geenide intronitest (Lee, ef al., 2002). Pri-miRNA-dest
16igatakse rakutuumas vélja liks vOi mitu juuksendela-taolist prekursor miRNA-d (pre-
miRNA), mis omakorda transporditakse tsiitoplasmasse, kus pre-miRNA-st 16igatakse vilja
iiks kaheahelaline miRNA dupleks (Lee, et al, 2003). Kahest dupleksi ahelast on

funktsionaalne enamasti vaid iiks ja teine lagundatakse (Krol, Loedige, & Filipowicz, 2010).
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Ahelate eraldumine ja funktsionaalse ahela valik toimub siis, kui dupleks seondub iihega
Argonaut perekonna valkudest, milleks on enamasti Argonaut-2 (AGO2) (Khvorova,
Reynolds ja Jayasena, 2003). MikroRNA seondumine sihtmirkgeeniga toimub ldbi 6-8
nukleotiidsete jdrjestuste, mis on omavahel osaliselt voi téielikult komplementaarsed.
miRNA-del on selleks 5’ otsast lugedes 2.-9. positsioonil asuvad nukleotiidid, mida
kutsutakse miRNA seemnejérjestuseks (seed sequence). Sihtmarkgeenidel on selleks 3’UTR-
is asuvad miRNA seondumissaidid (Lewis, et al, 2003). MikroRNA-vahendatud
geeniekspressiooni regulatsioon saab toimuda, kui miRNA-AGO2 kompleks virbab
tdiendavaid valke ning moodustatakse miRNA-indutseeritud vaigistav kompleks (miRISC —
miRNA induced silencing complex). miRISC-i seondumine mirklaud mRNA-ga kutsub esile
translatsiooni allasurumise vo0i indutseerib mRNA degradatsiooni 1dbi deadenaliitsiooni
initsiatsiooni (Gu, et al., 2009). Liihikese seondumisala ja sellest tulenevalt piiratud arvu
voimalike nukleotiidsete jirjestuste kombinatsioonide tottu vaib iiks miRNA reguleerida sadu
geene, samas voivad iihte geeni mdjutada ka mitu erinevat miRNA-d (Baek, et al., 2009;
Sonenberg, 2012). MiRNA-de mdjutused iiksikutele sihtmérkgeenidele vdivad olla vdikesed
vOi koguni mirkamatud, kuid tihti reguleeritakse samast signaalrajast korraga mitut geeni
ning tugevam efekt tuleb vilja terviklikku signaalrada vdi kaudseid allavoolu sihtmérke
silmas pidades (Rebane, 2013). MikroRNA-d on RNaasi-rikkas keskkonnas viga stabiilsed,
sest neid kaitseb degradatsiooni eest seondumine Argonaut-2 valguga vdi on miRNA-d

kapseldatud vesiikulisse (Février & Raposo, 2004; Arroyoa, et al., 2011).

1.4.1. MikroRNA-d immuunsiisteemi regulaatoritena

MikroRNA-de vdime mdjutada korraga paljude geenide ekspressiooni voi koguni
signaalradu, teeb neist head potentsiaalsed immunsiisteemi regulaatorid. Viimastel aastatel on
paljud uurimused leidnud sellele kinnitust ning praeguseks on teada mitmeid miRNA-sid,
mille ekspressioon suureneb koos immuunfunktsioonide aktiveerimisega ning mis

voimendavaid voi ka vaigistavaid immuunvastuseid.

2009. aastal, Malumbres’i poolt avaldatud to0s leiti, et miR-125b osaleb B-rakkude
diferentseerumise regulatsioonil. miR-125b iileekspressioonil suruti alla selle mérklaudgeene,
interferooni regulaatorfaktor 4 (IRF4) ja PR-domééni tsinksdrme proteiin-1 (PRDM1), mis on
vajalikud B-rakkude diferentseerumiseks (Malumbres, et al., 2009). On ka teisi miRNA-sid,
mis reguleerivad B-rakkude diferentseerumist ja nende funktsioone, nditeks miR-181a ja

miR-181b. miR-181a osaleb B-rakkude arengus ning miR-181b osaleb isotiilibi vahetuse
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reaktsioonis. Isotiilibi vahetus on bioloogiline mehhanism, ldbi mille toimub B-
rakkude antikehade tootmise muutus tihest tiilibist teise, nditeks immunoglobuliin (Ig)
-M léheb iile IgG-ks (Chen, et al., 2003; Yébenes, et al., 2008; Li, et al., 2013). Vidga histi
iseloomustab miRNA-de osavottu B-rakkude vahendatud immuunsuses miR-155, mille

deletsioon pohjustab defektid adaptiivses immuunsuse (Rodriguez, et al., 2007; Thai, et al.,

2007).

Igal IG alamklassil on erinev funktsioon seoses erinevate antikehade sisaldusele. Niiteks
IgGl ja IgG3 alamklassid suudavad &ra tunda difteeria ja teetanuse bakterite toodetud
toksiine, samal ajal kui IgG2 antikehad tunnevad &ra poliisahhariidsetele kapslitele
spetsiifilised antigeenid. Seetdttu voib IgG2 ja ka IgG4 antikehade puudus organismis
pohjustada  suurenenud haigestumisvdimaluse poliisahhariidse kapsliga bakteritega
(Vidarsson, Dekkers, & Rispens, 2014). Kui organismis on miR-155 puudus, ei suuda B-
rakud toota kdrge spetsiifilisusega IgG1 antikehasid, mis moodustavad seerumis suurema osa
antikehadest. Sellisel juhul voib IgGl antikehade puuduse korral valitseda organismis
iileiildine IgG antikehade defitsiit, mis muudab organismi vastuvotlikumaks infektsioonidele

(Jefferis & Kumararatne, 1990).

miR-155 on ainuke teadaolev miRNA, mis osaleb CD4+ T-rakkude alamriihmade
regulatoorsetes funktsioonides. Selle miRNA puuduses kalduvad CD4+ T-rakud Thl asemel
Th2 diferentseerumise poole, mille tdttu toodab organism rohkem pdletikku reguleerivaid
tsiitokiine, néiteks IL-4, IL-5 ja IL-10 ning see annab alust arvata, et miR-155 mdjutab CD4+
T-rakkude jagunemist (Rodriguez, et al., 2007; Banerjee, et al., 2010). Suurenenud miR-155
tase voib viidata, et CD4+ Th-rakud ei kutsu esile ainult raku proliferatsiooni, vaid muudab
CD4+ Th-rakud tundetuks regulatoorsete T (T-reg) rakkude poolt esile kutsutud
vaigistamisele. Suurenenud miR-155 tase ei tohiks mdjutada T-reg rakkude tootmise alla

surumist (Stahl, et al., 2009).

Omandatud immuunvastuse jooksul aktiveerib T-raku retseptor (TCR, T-cell receptor)
antigeeniga kokkupuutel kolme peamist transkriptsioonifaktorit: aktivaator proteiin-1 (AP-1),
tuumafaktor kB (NF-kB, Nuclear factor kappa B) ja aktiveeritud T-rakkude tuumafaktorit
(NFAT, Nuclear factor of activated T-cells), mis on kdik seotud tsiitokiinide tootmisega.
TLR-i aktivatsioon viib transkriptsioonifaktorite AP-1 ja NF-xB aktivatsioonini, mis
omakorda pohjustavad mitmete immuunvastustega seotud geenide iilesregulatsiooni

(Taganov, et al., 2006). T-rakkude aktivatsioonil suurenenud miR-146a sekreteerimine voib
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aga takistada AP-1 ja IL-2 tootmist, reguleerides seeldbi omandatud immuunsiisteemi
(Curtale, et al., 2010). Vigane miRNA ekspressioon immuunsiisteemis voib pohjustada

poletikulisi haigusi, autoimmuunhaigusi ning vihki (Gracias & Katsikis, 2011).

1.4.2 MikroRNA-d astmas

MiR-21 on iiks enim uuritud mikroRNA-sid, mille muutunud ekspressioon on iseloomulik
paljudele vihi vormidele ja millel on ndidatud mitmeid funktsioone ka immuunsiisteemis
(Sicard, et al, 2013). Lu ja kolleegide 2009. aastal sooritatud katsetes leiti, et miR-21
ekspressiooni tase on kdrgem kolmes erinevas hiire astmamudelis milleks olid — ovalbumiini
(OVA), Aspergillus fugimatus-e ja IL-13 poolt indutseeritud astma (Lu, Munitz, &
Rothenberg, 2009). Teises uuringus, sooritatud Wu ja kolleegide poolt 2014. aastal leiti, et
sOltumata astma ravist, toimus astmaatiliste doonorite bronhiaalsetes epiteeli rakkudes IL-13
vahendatud miR-21 ja miR-126 ekspressioonitaseme iilesregulatsioon (Wu, ef al., 2014). On
nédidatud, et miR-21 inhibeerib IL-12 ekspressiooni, mis muudab Th1/Th2 tasakaalu. Kui IL-
12 hulk jadb organismis viikeseks, siis Th2-tlilipi immuunvastus tugevneb (Holtzman, et al.,

2002).

MiR-155 on mikroRNA, mida lisaks astmale seostatakse veel vdga paljude fiisioloogiliste ja
patoloogiliste muutustega, kaasa arvatud poletikud, védhk, kardiovaskulaarsed haigused ja
viiruslikud infektsioonid (Faraoni, Antonetti, Cardone, & Bonmassar, 2009). Martinez-Nunez
2014. aasta uurimus néitas, et astmaatilise doonori kopsuepiteeli rakkudes toimus miR-155
allaregulatsioon, mis {iileekspresseerudes voimendab pdletikku. Kuna miR-155 otsesed
mirklauad on JAK-STAT (Janus kinase - signal transducer and activator of transcription) ja
NF-kB signaaliradade inhibiitorid, siis selle mikroRNA ekspressiooni inhibeerimine
pohjustab poletiku ja koe iimberkujundamisega seotud tsiitokiinide IL-6 ja IL-8 ekspressiooni
taseme kasvu. IL-6 ja IL-8 taseme kasv suurendab astmaatilise doonori bronhiaalse epiteeli

koes poletikku (Martinez-Nunez, et al., 2014).

1.5. MikroRNA-146 perekond

miR-146 perekond koosneb kahest liitkmest: miR-146a ja miR-146b, mis kodeeritakse
erinevatelt kromosoomidelt ja mille jdrjestused erinevad 3’ regioonis kahe nukleotiidi osas
(Joonis 2). miR-146a/b on seotud ka infektsioonide ja pdletikuliste haigustega (Esteller, 2008;
Hou, et al., 2009; Nakasa, et al., 2009; Kutty, et al., 2013).
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miR-146a 5° - UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU -3

miR-146b 5° - UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU -3

Joonis 2. MiR-146a ja miR-146b jirjestused. Punasega on margitud miR-146a/b vaheline

nukleotiidne erinevus.

Lipopoliisahhariidide (LPS) seondumine TLR-idele pdhjustab NF-«kB signaaliraja
aktivatsiooni ja see stimuleerib miR-146a ekspressiooni (Bhaumik, et al., 2008; Xie, et al.,
2014). miR-146 perekonna iihtedeks otsesteks mirklaudadeks on IRAKI1 ja TRAF6
(Taganov, et al., 2006). miR-146b ekspressiooni stimuleeritakse 14bi c-jun N-terminal kinaas
(JNK), p38 mitogeeni aktiveeritud kinaas (MAP) ja JAK-STAT radade kaudu (Perry, et al.,
2009; Kutty, ef al., 2013). Organismis aktiveeritakse NF-kB rada juhul, kui tegemist on
mikroobsete voOi viiruslike infektsioonidega ning kui toodetakse pdletikku soodustavaid
tsiitokiine, nagu néiteks TNF-a (Li, ef al., 2011). TRAF6 ja IRAKI1 paiknevad NF-kB raja
alguses. miR-146a pohjustab nende molekulide vaigistamist ja selle tagajérjel inhibeeritakse
NF-«B aktivatsioon ning viheneb immuunvastus pdletikule (Bhaumik, et al., 2008). Samuti
on leitud, et miR-146a inhibeerimine pdhjustab suurenenud IL-8 ja CCL5 ekspressiooni

taseme, kuid miR-146b inhibeerimisel muutust ei toimunud (Perry, et al., 2008).

Teadaolevalt kditub miR-146a/b negatiivse poletiku regulaatorina, kuna vihendab podletikku
soodustavate tsiitokiinide sekreteerimist. Tsitsiou 2011. aasta uuring vordles miRNA-de
ekspressiooni astmaatilise doonori CD4+ ja CD8+ T-rakkudes, mille tulemusel niidati, et
miR-146a ekspressiooni tase oli raskekujulise astma korral vdhenenud patsientidel, kes

kasutasid raviks siisteemseid kortikosteroide (Tsitsiou, et al., 2011).

Comer et al. 2014. aasta t60s avaldatud tulemused néiitasid, et stimuleerides inimese
hingamisteede silelihaste rakke tsiitokiinidega IL-1B, TNF-o0, ja IFNy, toimub miR-146
perekonna {iilesregulatsioon. miR-146a/b reguleerivad negatiivselt tsiiklooksiigenaas-2 (COX-
2) ja IL-1P ekspressiooni. Seetdttu voib arvata, et miR146a/b reguleerib pdletikulisi protsesse
hingamisteede silelihastes, osaledes seeldbi astma tekkes (Comer, et al., 2014). Xiang et al.
2014. aastal ldbiviidud uuringus soovisid nad teada saada, millised miRNA-d vdivad olla
reguleeritud STAT3 raja poolt. STAT3 rada osaleb raku proliferatsioonis ja angiogeneesis,
mis vOimaldavad kasvaja arengu teket. Nad leidsid, et miR-146b ekspressioon suureneb
STAT3 signaaliraja aktivatsioonil ning miR-146b puudusel suureneb kasvaja tekke vodimalus

poletikulises olukorras (Xiang, et al., 2014).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmargid

Kéesoleva bakalaureusetdo eksperimentaalse osa eesmérgiks oli uurida, kuidas mdjutavad
erinevad poletikulised tsiitokiinid miR-146a ja miR-146b ning nende mikroRNA-de poolt
mojutatavate geenide CCLS5 ja IL-8 ekspressiooni inimese primaarsetes bronhiaalsetes epiteeli

rakkudes.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud rakuliinid ja sootmed

Eksperimentides kasutati primaarseid HBEC rakke B126, B113 ja B87, mis saadi kingituseks
koostddpartneritelt (Dr. B. Jakiela, Jageilloni Ulikool, Krakow, Poola). B126 rakud pirinesid
naissoost astmahaigelt doonorilt, kelle vanus oli 63 eluaastat. B113 rakud péirinesid meessoost
tervelt doonorilt, kelle vanus oli 26 eluaastat ja B87 rakud pirinesid tervelt meessoost

doonorilt, kes oli kolmekiimnendates eluaastates.

Rakke kasvatati Clonetics™ BEGM™ BulletKit™ CC-3170 (BEGM — Bronchial Epithelial
Cell Growth Medium) sootmes (Lonza Group Ltd, Sveits), mida vahetati ilepéeviti,
nidalavahetusel jdeti s66de peale kaheks pidevaks. Rakke kasvatati koekultuuri inkubaatoris,
kus oli 5% CO,-te, temperatuur 37°C ning keskkond kiillastatud veeauruga. S66de oli
seerumi vaba, kuid sisaldas epinefriini (1:20), transferiini (1:20), insuliini (1:20),
retinoolhapet (1:20), hiidrokortisooni (1:20), inimese epidermaalne kasvufaktor (hEGF)
(1:20), trijoodtriioniin (1:20), gentamiitsiin ning amfoteritsiin-B (GA) (1:20) ja veise
ajuripatsi  ekstrakt (BPE, Bovine Pituitary Extract) (1:5). Nende komponentide
kontsentratsioonid on tootja poolt salastatud. Rakke kasvatati 6 ja 10 cm labimddduga
koekultuuri tassidel. Tsiitokiinidega stimuleerimisel jdid rakkude passaazid vahemikku kolm

kuni viis.

2.2.2. HBE rakkude kasvatamine ja stimuleerimine

Stimuleerimiseks jagati rakud enne stimuleerimise algust 12- vdi 24-kannustel plaatidele.
Selleks voeti HBE rakkudelt s66de pealt, pesti 10 cm 1dbimdoduga plaati 5 ml PBS-iga
(fosfaadiga puhverdatud soolalahus, Phosphate Buffered Saline). Seejérel pandi plaadile 2 ml
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IxTriipsiini (Invitrogen, USA) ja rakke inkubeeriti 37°C juures 4-7 minutit, et rakud
vabaneksid plaadilt. Triipsiini neutraliseerimiseks lisati kahekordses koguses ehk 4 ml
Triipsiini neutraliseerijat (Trypsin Neutralizer, Lonza Group Ltd, Sveits). Rakud koguti 15 ml
tuubi, loputades plaati lisaks 5 ml PBS-iga, et saada kdik rakud katte. Rakke tsentrifuugiti 250
rcf 4°C  juures 7 minutit (Eppendorf 5424 R, FA-45-24-11 rootor, Saksamaa). Seejirel
eemaldati supernatant, lisati 10ml BEGM sodddet ja suspendeeriti rakke vihemalt 10 korda.
Rakud jaotati 500 pl lahuse kaupa kannudele. HBE rakkude stimulatsioonid toimusid
tsiitokiinidega: IL-17A (l1dppkontsentratsiooniga 20 ng/ml, eBiosciences, USA), TNF-a (20
ng/ml, Biolegend, USA), IL-1B (10 ng/ml, Peprotech, UK), IL-4 (10 ng/ml, Peprotech, UK),
IL-13 (50 ng/ml Peprotech, UK), IFN-y (20 ng/ml, eBiosciences, USA) ja IFN-02a (20 ng/ml,
Peprotech, UK) 24 tunni méddudes pirast plaadile kiilvamist. Stimulatsioon toimus 48 tundi

vOi 8, 24, 48 ja 72 tundi. Pdrast stimuleerimist eraldati rakkudest totaalne RNA.

2.2.3. RNA eraldamine

RNA eraldamiseks kasutati miRNeasy Mini Kit komplekti (Qiagen, GmbH, Saksamaa) ja
Direct-zol™ RNA MiniPrep komplekti (Zymo research, USA). Vastaval ajapunktil séode
eemaldati ning rakud homogeniseeriti 500 pl QIA4zol Lysis Reagent-iga (Qiagen, Saksamaa).
Liisaat koguti 1,5 ml tuubidesse ja seejérel lisati 110 ul kogust kloroformi (AppliChem,
Saksamaa) ning tuube loksutati 15 sekundit, inkubeeriti toatemperatuuril 3 minutit ja fuugiti
12 000 rcf 15 minutit 4°C juures (Eppendorf 5424 R, FA-45-24-11 rootor, Saksamaa). et
tekiks kolm, selgelt eristatavat kihti — vesikiht, kus on RNA, interfaas mis sisaldab genoomest
DNA-d ja denatureerinud valke ja roosakas orgaanika kiht. Seejirel eraldati vesifaas, mis
tosteti ettevaatlikult uude tuubi, kus sellele lisati 1,5x ruumala 100% etanooli (Naxo, Eesti),
segu segati Vortex-il (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, USA) ja tdsteti kolonnidesse,

jargnevalt tsentrifuugiti 15 sekundit (s) 8000x rcf juures, labivool valatati éra.

Kolonnile lisati 700 pl puhverlahust (Buffer RW1) ning tsentrifuugiti 15 s 8000x rcf juures,
labivool eemaldati. Jargnevalt toimus 2 pesu korda 500 pl pesupuhvriga (Buffer RPE), millest
esimesel korral tsentrifuugiti 15 s 8000x rcf juures ning teine kord 2 minutit 8000x rcf juures.
RNeasy kolonn pandi uude 2 ml kogumistuubi ja seda tsentrifuugiti veel 1 minut, et
membraan oleks tdiesti kuiv. Seejdrel tdsteti RNeasy  kolonnid puhastesse 1,5 ml
kogumistuubidesse ja lisati 50 pl RNaasi vaba vett tidpselt membraanile. Tuubide kaaned

suleti ning kolonnid jéeti jd4 peale 15 minutiks seisma, et suurendada RNA koguprodukti.
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RNA elueerimiseks tsentrifuugiti kolonne 8000x rcf 1 minut toatemperatuuril. Eraldatud

RNA siilitati -20 °C juures.

2.2.4. RNA kontsentratsiooni mootmine

Pirast RNA eraldamist mdoddeti RNA kontsentratsiooni ja puhtust NanoDrop 2000c
spektrofotomeetriga (Thermo Scientific, USA). Modtmiseks kasutati 1 pl totaalset RNA-d

ning lahuse neeldumist moddeti 230, 260 ja 280 nm juures.

2.2.5. miRNA spetsiifilise cDNA siintees

Proovidest eraldatud RNA-st siinteesiti sellele komplementaarne DNA (cDNA) kasutades
poordtranskripaasi reaktsiooni, TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit’i (Life
Technologies, USA) ja mikroRNA-de miR-146a, miR-146b ja Let-7a spetsiifilisi praimereid.
Kogu siintees toimus jdidl 96-kannuga plaadil. cDNA siinteesiks kasutati 2 pl RNA-d, mille
kontsentratsioon oli 5 pg/ml ja 16ppmahuks oli 6 pl. Reaktsiooni segu komponendid ja nende
mahud 1x segus olid jargmised: 100 mM dNTP mix 0,028 pl, 10 x RT puhver 0,6 pl,
RiboLock RNaasi inhibiitor 0,1 pl, 5x RT praimer 1 pl, vesi 2,07 pl ja 100 uM RT ensiitimi.
cDNA siintees toimus kasutades termotsiiklerit Mastercycler® nexus (Eppendorf, Saksamaa).
Siinteesi programmis toimus 16 °C juures 30 minutit praimeri seondumine, 30 minutit 42 °C
juures, kus aktiveeritakse ensiilim ja toimub cDNA siintees, 10 minutit 85 °C juures, et
inaktiveerida ensiitim. Siinteesitud cDNA kasutati kas koheselt parast siinteesi voi séilitati -20

°C juures.

2.2.6. Kvantitatiivne reaal-aja PCR (qPCR) miRNA-de suhtelise

ekspressiooni mairamiseks

Kvantitatiivset reaal-aja PCR-i kasutati miRNA-de suhtelise ekspressiooni leidmiseks.
Siinteesitud proovidele 96-kannuga plaadil kanti peale 17 pl reaktsioonisegu, mis koosneb 4,4
ul 5x Hot Firepol probe gPCR segu, 11,6 ul veest, 1 ul 20x TagMan miRNA assay ja 6 pl
cDNA-st, 1dppruumalaga 23 pl. See lahus pipeteeriti 10 pl kaupa 384-kannuga plaadile. Koiki
proove moddeti kahes korduses ning kontrolliks oli koduhoidja let-7a. Kvantitatiivseks PCR-
iks kasutati 7900 HT Fast Real Time PCR system (Applied Biosystems, USA) masinat.

Stinteesi programm oli jirgmine: 95 °C juures 15 minutit toimus ensiilimi aktiveerimine.
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Jargmisena toimus 15 sekundit 95°C juures denaturatsiooni etapp, mille jooksul 16hutakse
DNA nukleotiidide vahelised vesiniksidemed, tekitades tiksikahelalised DNA molekulid.
60°C juures toimus ekstensiooni etapp, mille kéigus siinteesib poliimeraas uue DNA ahela.

Viimasel kahel etapil oli 40 tsiiklikordust.

2.2.7. mRNA spetsiifilise cDNA siintees

cDNA siintees viidi ldbi kasutades termotsiiklerit Mastercycler® nexus. cDNA siinteesiks
segati jaél hoides kokku 11,5 ul RNA, 1 pl oligo dT ja 2 pul ANTP. Seejérel kuumutati segu 65
°C juures. 65 °C juures kuumutamine on vajalik, et eemaldada RNA sekundaarstruktuurid.
Jargmiseks lisati proovidele 4 pl RT puhvri, 1 pl ensliiimi (RevertAdid Reverse Transcriptase,
Thermo Scientific, USA) ja 0,5 ul RNaasi inhibiitori segu. Reaktsioon toimus 96-kannuga
plaadil 60 minutit 42 °C juures, 10 minutiga 75 °C juures peatati reaktsioon ning edasi hoiti

proove 20 °C juures. Siinteesitud cDNA kasutati koheselt voi sdilitati -20 °C juures.
2.2.8. qPCR mRNA-de suhtelise ekspressiooni miaaramiseks

Pérast cDNA siinteesi kasutati sihtmarkgeenide ekspressioonitaseme mddtmiseks 7900 HT
Fast Real Time PCR system (Applied Biosystems, USA) masinat, mille reaktsiooniprogramm
on jirgmine: 95 °C juures toimub algne denaturatsioon, mis kestab 15 minutit, sellele jargneb
95 °C juures denaturatsioon, mida toimub 15 sekundit, praimeri seondumine toimub 60 °C
juures 20 sekundit ja elongatsioon 72 °C juures. Viimast kolme etappi korrati 40 tsiiklit.
Kvantitatiivseks PCR-iks kasutati 2,4 pl 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR segu (Solis
Biodyne, Eesti), 1 ul 4 uM F (Forward) +R (Reverse) praimerite segu, 2,6 pl deioniseeritud
vett ja 6 pl eelnevalt siinteesitud cDNA-d. Proovid mdddeti kolmes korduses 384-kannuga

plaadil. Kiesolevas t66s kasutatud primerite jérjestused on toodud Tabelis 1.

Tabel 1. Kasutatud praimerid

CCLS F | AGTCGTCTTTGTCACCCGAAA

R | TCTCCATCCTAGCTCATCTCCAA
F | GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAGTT
R | TTCTGTGTTGGCGCAGTGTGGTC
F
R

IL-8

EFI1A CCACCTTTGGGTCGCTTTGCTGT

TGCCAGCTCCAGCAGCCTTCTT
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2.2.9. Reaal-aja qPCR-i andmete analiiiis

Reaal-aja qPCR-i tulemusi analiitisiti kdigepealt SDS 2.4. (Applied Biosystems) programmi
abil. Nii mRNA kui ka miRNA-de ekspressiooni tulemusi vorreldi lavitsiikli (Cr — Threshold
cycle) pdhjal, mis pdhineb fluorestsentssignaali intensiivsuste erinevustel uuritava ja
kontrollproovi vahel. Ekspressiooni tulemuste vordluse arvutamiseks kasutati Cr
kalkulaatorit, mis pohineb mRNA/miRNA Ilévitsiikli ja koduhoidja tulemuste suhteliste
vaartust erinevuse leidmisel. Cr kalkulaatori valem, millega suhteline véirtus leiti, oli
jérgmine: Z_AACt=2_[(Ctméirklaud—CtEFlAprOOV—(Ctméirklaud—CtEFlAkOmrou], kus Cr on
lavitsiikkel. Lisaks normaliseeriti koik tulemused kontrollvédidrtuste keskmise suhtes, mis
vOrdsustati ithega. Andmete esitamiseks ja statistiliseks analiilisiks kasutati GraphPadi Prism
6 (GraphPad Software Inc, USA). Statistiliseks analiiiisiks vordlemaks erinevatel tingimustel
saadud vairtusi kasutati T-testi (Unpaired T-test). P-véartust, mis oli viiksem kui 0,05 (P <
0,05), loeti statistiliselt oluliseks. Kui sooviti analiiiisida rohkem kui kahte vairtuste rida,
kasutati selleks rithma analiiiisi (Group analyses) ja kahesuunalist ANOVA testi (Two-way

ANOVA) koos Bonferroni parandusega.
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2.3. TULEMUSED

2.3.1. miR-146a ja miR-146b ekspressioon inimese primaarsetes

bronhiaalsetes epiteeli rakkudes

Et uurida, kas erinevad podletikuliste protsessidega seotud tsiitokiinid voivad mdjutada miR-
146a ja miR-146b ekspressiooni HBEC rakkudes astma korral, stimuleeriti primaarseid
HBEC rakke 48 tundi jargnevate tsiitokiinidega: IL-17A, TNF-a, IL-18, IL-4, IL-13, IFN-y ja
IFN-02a. Tuvastati miR-146a ekspressiooni iilesregulatsioon IL-17A ja IL-1p stimulatsiooni
toimel vastavalt 9,4 ja 9,8 korda vorreldes mittestimuleeritud rakkudega. Samuti toimus TNF-
o stimulatsiooniga miR-146a 8-kordne iilesregulatsioon, kuid see oli suure katsevea tottu
statistiliselt mitteoluline. miR-146b ekspressioonis kasutatud tsiitokiinidega muutusi ei

tadheldatud (Joonis 3).
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Joonis 3. miR-146a ja miR-146b ekspressioon HBEC rakkudes. miRNA-de suhteline
ekspressioon tuvastati RT-qPCR meetodil, katsetes kasutati terve doonori HBEC rakke.
Tulemused on moddetud 48 tundi pérast stimulatsiooni algust ning normaliseeritud
koduhoidja let-7a miRNA ekspressiooni tasemete ja stimuleerimata kontrolli (=1) suhtes.
Néidatud on kolme samal ajal tehtud erineva stimulatsiooni tulemuste keskmised véartused ja

nende standardviga. * P < 0,05, *** P <0,001.

2.3.2. miR-146a ja miR-146b otsese ja kaudse mirklaua CCLS ja IL-8
ekspressioon HBEC rakkudes

Varem on ndidatud, et TNF-a ja IL-1B pohjustavad CCL5 ja IL-8 ekspressiooni tdusu ning
IL-4 ja IL-13 CCLS5 ekspressiooni langust primaarsetes HBEC ja kopsu silelihasrakkudes
(John, et al., 1997; Kwon, et al., 1995; Standiford, et al., 1990). Et kontrollida, kas joonis 3
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esitatud katsetes HBEC rakkude stimulatsioon t60tas, analiilisisime samadest rakkudest
eraldatud RNA proovidest ka CCL5 ja IL-8 mRNA ekspressiooni tasemeid (Joonis 4). IFN-y
pohjustas 264 kordse ning IFN-a2a 7,6 kordse kdrgenenud CCLS5 ekspressiooni vorreldes
mittestimuleeritud rakkudega. miR-146a/b kaudse mérklaua IL-8 avaldumise tase oli korgem
enamiku kasutatud tsiitokiinide puhul: ekspressiooni tdus IL-1p toimel oli 5,5 kordne, IL-
17A-ga 4,3 kordne, IFN-y-ga 4,6 kordne, TNF-a-ga 4,1 kordne, IL-13-ga 1,6 kordne ja IFN-
a2a-ga 1,4 kordne.
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Joonis 4. CCL5 ja IL-8 suhteline ekspressioon HBEC rakkudes. CCL5 ja IL-8 suhteline
ekspressioon tuvastati RT-qPCR meetodil. Katsetes kasutati terve doonori HBEC rakke.
Tulemused on moddetud 48 tundi pérast stimulatsiooni algust ning normaliseeritud
koduhoidja EFIA mRNA ekspressiooni taseme ja stimuleerimata kontrolli (=1) suhtes.
Néidatud on kolme samal ajal tehtud erineva stimulatsiooni tulemuste keskmised védrtused ja

nende standardviga. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001.

2.3.3. miR-146a ja miR-146b ekspressiooni vordlus kontrolldoonori ja

astma patsiendi HBEC rakkudes IFN-y ja TNF-a stimulatsioonil

Mitmetes varasemates toodes on ndidatud, et astma haigete ja tervete doonorite bronhiaalsetes
epiteeli rakkudes on erinevused geeniekspressiooni mustrites (Woodruff, et al, 2009;
Wagener, et al., 2013). Samuti on leitud, et astma haigetelt parinevad HBEC rakud kéituvad
teisiti vorreldes tervetest doonoritest parinevate rakkudega koekultuuri tingimustes (Edwards,
et al, 2012). Seetdttu soovisime oma katsetes ndha, kas esineb erinevusi miR-146a/b
ekspressiooni tasemetes tervete ja astmaatiliste doonorite HBEC rakkudes, kui viia 1dbi
stimulatsioonid IFN-y-ga, mis eeldatavalt voiks mojutada miR-146b ekspressiooni taset ja
TNF-a-ga, mis stimuleeris miR-146a ekspressiooni joonisel 3 ndidatud katses. Stimulatsiooni

katsed tehti kas 8, 24, 48 voi 72 tundi (Joonis 5). Kui vorrelda terve doonori HBEC rakkude
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miR-146a ekspressiooni taset astma haigest périnevate rakkude miR-146a ekspressiooniga,
leiti et molemal juhul toimus miR-146a iilesregulatsioon TNF-a stimulatsioonil, kuid terve
doonori rakkudes oli miR-146a ekspressiooni stimulatsioon tugevam: 13, 15,3 ja 20,6 korda
ajapunktides 24, 48 ja 72 tundi vastavalt. Astmaatilise doonori HBEC rakkudes suurendas
TNF-a samades ajapunktides miR-146a ekspressiooni vastavalt 1,2, 1,7 ja 2,4 korda. miR-
146b ekspressiooni tase oli korgem terve doonori HBEC rakkudes TNF-a stimulatsiooni
toimel 3,6, 6,2 ja 5,5 korda ajapunktides 24, 48 ja 72 tundi, vorreldes mittestimuleeritud
rakkudega. Astmaatilise doonori rakkudes oli niha miR-146b ekspressiooni stimulatsioon

IFN-y toimel kdikides ajapunktides ning see oli kdige suurem 72 tunni ajapunktil (3,6 korda).
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Joonis 5. miR-146a ja miR-146b suhtelise ekspressiooni vordlus kontrolldoonori ja astma
patsiendi HBEC rakkudes. Suhteline miRNA ekspressioon tuvastati RT-qPCR meetodil
joonisel ndidatud ajapunktides, normaliseeriti koduhoidja EF1A ning stimuleerimata kontrolli
(=1) suhtes ajapunktis 8 tundi. Ndidatud on kolme samal ajal tehtud erineva stimulatsiooni
tulemuste keskmised véértused ja nende standardviga. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001,
*xEk P <0,0001
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2.3.4. CCLS ja IL-8 ekspressiooni vordlus kontrolldoonori ja astma

patsiendi HBEC rakkudes IFN-y ja TNF-a stimulatsioonil

Jargneva katse abil sooviti kontrollida, kas IFN-y ja TNF-a stimulatsioonid primaarsetes
HBEC rakkudes toimusid. Selleks analiiiisiti joonisel 3 ndidatud katse materjalist CCLS5 ja IL-
8 mRNA suhteline ekspressioon. Joonis 6 niitab, et nii terve doonori kui ka astma haige
HBEC rakkude puhul toimus CCLS5 iilesregulatsioon IFN-y stimulatsioonil. Terve doonori
rakkudes oli CCL5 ekspressiooni stimulatsioon tugevam: 5,2, 4,9 ja 7 korda ajapunktides 24,
48 ja 72 tundi kui vdrrelda mittestimuleeritud rakkudega. Astmaatilise doonori HBEC
rakkudes suurendas [FN-y samades ajapunktides CCL5 ekspressiooni vastavalt 2,5, 3 ja 1,8
korda. IL-8 ekspressiooni tase oli terve doonori HBEC rakkudes TNF-a stimulatsiooni toimel
iilesreguleeritud vastavalt 4, 1,4, 3,9 ja 5,2 korda ajapunktides 8, 24, 48 ja 72 tundi vorreldes
mittestimuleeritud rakkudega. IL-8 ekspressioonis toimus muutus ka IFN-y stimulatsioonil,
mil toimus 2,7 ja 2,5 kordne iilesregulatsioon ajapunktides 8 ja 48 tundi. Astmaatilise doonori
rakkudes on ndha IL-8 ekspressiooni taseme suurenemist TNF-o stimulatsiooni toimel 10, 5,

7,3 ja 11,4 korda ajapunktides 8, 24, 48 ja 72 tundi.
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Joonis 6. CCLS5 ja IL-8 suhtelise ekspressiooni vordlus kontrolldoonori ja astma patsiendi
HBEC rakkudes. miRNA ekspressioon tuvastati RT-qPCR meetodil joonisel néidatud
ajapunktides. Tulemused normaliseeriti koduhoidja EFIA ning stimuleerimata kontrolli
suhtes ajapunktis 8 tundi (=1). Ndidatud on kolme samal ajal tehtud erineva stimulatsiooni
tulemuste keskmised véértused ja nende standardviga. Kontrolldoonori rakkude katse IFN-y
stimulatsiooni 24 tunni ajapunktis ja astmaga doonori katse kontrolli 72 tunni ajapunkti puhul

on ndidatud kahe véirtuse keskmised. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001.
2.4. ARUTELU JA JARELDUSED

Astma on krooniline pdletikuline hingamisteede haigus, mis on sageli seotud iilitundlikkusega
allergeenidele (Nijs, Venekamp, & Bel, 2013). miRNA-d on geeniekspressiooni regulaatorid
ning seetdttu mojutavad nad véga paljusid bioloogilisi protsesse organismis. Haiguslike
olukordadega kaasnevad sageli muutused miRNA-de ekspressioonis ning need muutused
mojutavad omakorda haiguste teket ja kulgu (Orang, Safaralizadeh, & Kazemzadeh-Bavili,
2014). Varasemalt on teada, et miR-146a/b reguleerivad alla organismis pdletikulisi

reaktsioone (Huang, ef al., 2012) ning seetdttu soovisime uurida kéesolevas bakalaureuse
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t00s, kuidas mojutavad mitmed tsiitokiinid miR-146a/b ekspressiooni primaarsetes HBEC

rakkudes, mis parinevad kas tervelt doonorilt vdi astma haigelt.

Selles toos ldbi viidud katsetega néidati, et nii tervetes kui ka astmaga doonori primaarsetes
HBEC rakkudes toimus miR-146a iilesregulatsioon TNF-a, IL-1p ja IL-17A stimulatsioonil.
miR-146b iilesregulatsioon toimus iihe terve doonori HBEC rakkudes vaid TNF-o ning

astmaga doonori rakkudes IFN-y stimulatsioonil.

On leitud iile 50 tsiitokiini ja kemokiini, mis mojutavad iihel voi teisel moel astma teket voi
kulgu. IL-17A suurenenud ekspressioon on iseloomulik neutrofiilsele astmale (Ramirez-
Velazquez, et al., 2013). TNF-a, IL-1p ja IFN-y on iildised dgedate ja krooniliste pdletikuliste
protsessidega seotud tsiitokiinid (Liith, et al., 2011; Eigenbrod, Bode, & Dalpke, 2013). IFN-
02a tootmine kiivitatakse viirusnakkuste puhul (Feng, Heyden, & Ratner, 2003). Ulemiste
hingamisteede viirusnakkused vdivad pohjustada astma dgenemist ning arvatakse, et nad
voivad paljudel juhtudel olla ka otseselt iiheks astmat pohjustavaks teguriks (Tan, 2005).
Tsiitokiinide patoloogiline roll astmas pole tépselt teada, kuid on teada, et tsiitokiinid IFN-y ja
TNF-0, mis antud t66s mojutasid miR-146a/b ekspressiooni, mdjutavad astma kéiku
organismis. IFN-y-1 on allergilist astmat vdhendav toime, kuna ta arvatavalt vdhendab Th2
rakkude suhtelist hulka. Samas vdimendab IFN-y kudedes esinevat pdletikku ning voib
seetottu ka raskendada astma stimptomeid ja kulgu (Soyka, et al., 2012; Rebane, et al., 2012).
TNF-o puhul on nididatud, et see suurendab raskekujulise astma mdju organismile,

suurendades podletikku kopsuepiteeli koes (Thomas, Yates, & Barnes, 1995; Barnes, 2008).

On teada, et miR-146a/b osaleb kopsu silelihasrakkudes podletikuliste tsiitokiinide alla
regulatsioonil (Comer, et al., 2014). Kéesolevas t00s uuriti esimesena terve doonori HBEC
rakkudes miR-146a/b ja nende poolt teadaolevalt mojutatavate geenide CCLS ja IL-8
ekspressiooni pdletikuliste tsilitokiinidega stimulatsioonil. Varem teadaolevate Th2 tiiiipi
poletikuga seotud tsiitokiinidega IL-4 ja IL-13 ei toimunud kummagi mikroRNA
iilesregulatsiooni terve doonori HBEC rakkudes, kuid kinnitust leidis IL-17A, TNF-a ja IL-1B
stimulatsiooniga miR-146a tilesregulatsioon. Terve doonori rakkudes ei toimunud miR-146b

ekspressioonis 48 tunni ajapunktis iihegi tsiitokiiniga stimulatsioonil méirgatavaid muutusi.

Astmaatiku ja terve doonori HBEC rakkudes oli nidha erinevust nii miR-146a kui ka miR-
146b ekspressioonis. Terve doonori HBEC rakkudes stimulatsioonil TNF-a-ga, ekspresseerus

miR-146a iiles 72 tunni juures 20,6 korda, kuid astmaatiku HBEC rakkudes toimus miR-146a
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iilesstimulatsioon samades tingimustes 2,4 kordselt. Kontrollisiku HBEC rakkude puhul
stimuleeris miR-146b ekspressiooni iiles TNF-o, kuid astmaatiku HBEC rakkudes toimus
iilesekspressioon IFN-y-ga. Antud tulemused ja varasemad teadmised miR-146a/b
funktsioonide kohta koos viitavad vdimalusele, et miR-146 perekonnal on oluline roll HBEC
rakkudes poletikuliste protsesside reguleerimisel. Kuna astmaatikutelt parinevates bronhiaalse
epiteeli rakkudes oli miR-146a ekspressioon stimulatsioonijargselt madalam kui terve doonori
rakkudes, vOib oletada, et seal on miR-146a ekspressiooni regulatsioon hdiritud. Kuna
katsetes kasutati ainult kahe terve doonori ja ithe astmahaige rakke, siis ei ole vdimalik
jéareldada, kas miR-146a/b ekspressiooni regulatsioonis on muutusi astmahaigetelt parinevates
HBEC rakkudes vorreldes tervete doonoritega voi tuleneb selline tulemuste lahknevus
erinevustest eri doonoritelt parinevates rakkude vahelisest erinevusest. Seetdttu oleks vajalik

katsete kordamine, kasutades rakke voimalikult paljudest erinevatest doonoritest.

miR-146a/b poolt mojutatavate geenide puhul oli ndha tugev CCLS5 ekspressiooni
iilesregulatsioon IFN-y ning IFN-o2a stimulatsioonil. IL-8 ekspressiooni taset reguleerisid
iiles IL-17A, TNF-a, IFN-y, IL-13, IL-1p ja IFN-a02a, mis kinnitab rakkude stimulatsiooni
toimumist antud katsetes. CCL5 ja IL-8 iilesekspressiooniga kutsutakse esile immuunrakkude
iimberpaiknemine poletikulisse kohta, mis suurendab lokaalset poletikku (Liu, et al., 2012).
On teada, et miR-146a/b inhibeerib CCL5 ja IL-8 ekspressiooni kopsu alveooli epiteeli
rakuliinis A549 (Perry, et al., 2008). Kiesoleva t60 iihe jargmise suunana oleks huvitav

vaadata, kas miR-146a/b inhibeerivad CCL5 ja IL-8 ekspressiooni ka HBEC rakkudes.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas bakalaureusetdos uuriti miR-146a/b ning nende poolt mdjutatavate geenide CCL5
ja IL-8 ekspressiooni terve doonori ja astmaatilise patsiendi primaarsetes bronhiaalsetes
epiteeli rakkudes, et teada saada, kas ja kuidas reguleeritakse miR-146a/b ekspressiooni
HBEC rakkudes. Selleks stimuleeriti HBEC rakke mitmete tsiitokiinidega: IL-18, IL-4, IL-13,
IL-17A, TNF-a, IFN-02a ja IFN-y ning leiti, et erinevad tsiitokiinid mdjutavad miR-146a/b ja
nende mirklaudade ekspressiooni erinevalt. 48 tunni katses, terve doonori rakkude puhul
pOhjustasid suurenenud miR-146a ekspressiooni stimulatsioonid IL-17A, TNF-a ja IL-1pB-ga.
Samades tingimustes terve doonori HBEC rakkudes ei mdjutanud miR-146b ekspressiooni
iikski stimuleerimisel kasutatud tsiitokiin. Olulisi erinevusi vdis mérgata ajapunkti katses.
Vorreldes terve ja astmaga doonori HBEC rakkude stimulatsiooni, oli néha, et TNF-a
reguleeris iiles terve doonori nii miR-146a/b ekspressiooni kui ka miR-146a ekspressiooni
astmaatiku HBEC rakkudes. Astmaga doonori HBEC rakkudes toimus miR-146b
iilesregulatsioon INF-y stimulatsioonil. Pdletikulistes protsessides on tsiitokiinidel INF-y ja
TNF-a, mdlemal pdletikku suurendav toime. CCL5 ja IL-8 ekspressiooni katse kinnitas, et
HBEC rakkude stimulatsioon tsiitokiinidega oli edukas, pohjustades suurenenud CCLS5 ja IL-
8 ekspressiooni tasemed TNF-a kui ka INF-y stimulatsioonil. Varasemalt on teada, et miR-
146a/b osalevad organismi pdletikuliste protsesside allasurumises. Edasised katsed on
vajalikud, et teada saada, kas miR-146a/b mdjutavad HBEC rakkudes pdletikuliste protsesside

kulgu astma korral.
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MiR-146a and miR-146b expression in human primary bronchial epithelial cells

Kerstin Peedosaar

SUMMARY

Asthma is one of the most common diseases in the world, from which around 300 million
people suffer worldwide. The disease is characterized by cough, shortness of breath,
wheezing and chest tightness. Different microRNAs have been shown to play various roles in

asthma; however, their exact functions are often not well described.

In current thesis, the expression of miR-146a and miR-146b in unstimulated and stimulated
human primary bronchial epithelial cells was studied. We showed that pro-inflammatory
cytokines IL-17A, TNF-a and IL-1p upregulated the production of miR-146a, but none of the
used cytokines stimulated miR-146b expression in healthy HBEC cells. In the experiment,
where we stimulated HBEC cells using several different time periods, TNF-a upregulated
miR-146a/b expression in both, healthy and asthmatic donor HBEC cells. In case of asthmatic
donor cells, miR-146a expression was lower than in healthy donor HBEC cells. In asthmatic
donor HBEC cells miR-146b was upregulated by INF-y. This indicates that HBEC cells from
asthmatic and healthy donors have differences in their capacity to produce miR-146a/b, which
are known to have ability to suppress inflammation. Further studies with bigger donor groups
are needed to confirm the results and to show whether miR-146a/b have a role in controlling

inflammatory processes in bronchial epithelium in asthma.
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